Enzymatic activity in sugar cane varieties cultivated in vitro under nitrogen levels by Donato, Virgínia Maria Tenório Sabino et al.
Pesq. agropec. bras., Brasília, v.39, n.11, p.1087-1093, nov. 2004
Atividade enzimática em variedades de cana-de-açúcar 1087
Atividade enzimática em variedades de cana-de-açúcar cultivadas
in vitro sob diferentes níveis de nitrogênio
Virgínia Maria Tenório Sabino Donato(1), Arnóbio Gonçalves de Andrade(2), Eidy Simões de Souza(3),
José Geraldo Eugênio de França(3) e Gabriel Alves Maciel(3)
(1)Rua João Ramos, 285/1801, Graças, CEP 52011-080 Recife, PE. E-mail: vmtsdonato@uol.com.br (2)Universidade Federal Rural de Pernanbuco,
Dep. de Química Vegetal, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/no, Dois irmãos, CEP 52171-900 Recife, PE. E-mail: arnobio@truenet.com.br
(3)Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuária, Av. Gal. San Martin, 7310, Bongi, Recife, PE. E-mail: eidy@ipa.br, geugenio@terra.com.br,
sprra@fisepe.pe.gov.br
Resumo – O nitrogênio é considerado o elemento mineral mais abundante nas plantas, sendo componente
essencial de biomoléculas e inúmeras enzimas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência no processo de
assimilação do nitrogênio e encontrar parâmetros indicativos do potencial de fixação biológica em variedades de
cana-de-açúcar (Saccharum officinarum) cultivadas in vitro. Foram utilizadas as variedades de cana-de-açúcar
RB 842021, RB 83102, RB 75126, RB 882980 e Co 997, além da Brachiaria arrecta (testemunha), cultivadas in vitro
em diferentes níveis de nitrogênio [M1 (9,83 mM), M2 (2,46 mM), M3 (0,49 mM), M4 (0,0 mM)]. Todas as
variedades e a cultura testemunha (Brachiaria arrecta) apresentaram atividade da nitrato redutase (NR)
constitutiva e também da glutamina sintetase (GS), mesmo na ausência de amônio e nitrato no meio de cultura. A
variedade RB 842021 apresentou a maior atividade da nitrato redutase e o maior conteúdo de clorofilas a e b, e a
variedade RB 882980 a maior atividade da glutamina sintetase nas mesmas condições de cultivo, o que pode
representar maior potencial de assimilação do nitrogênio.
Termos para indexação: Saccharum, glutamina sintetase, redutase do nitrato, clorofila.
Enzymatic activity in sugar cane varieties cultivated in vitro under nitrogen levels
Abstract – Nitrogen is considered the most abundant mineral element in the plants and an essential component
to biomolecules and several enzymes. The objective of this work was to estimate nitrogen assimilation efficiency
process and to identify biological fixation potential parameters on sugar cane varieties cultivated in vitro.
The sugar cane varieties used were RB 842021, RB 83102, RB 75126, RB 882980, CO 997, besides Brachiaria
arrecta (witness), cultivated in vitro in different nitrogen levels [M1 (9.83 mM), M2 (2.46 mM), M3 (0.49 mM),
M4 (0.0 mM)]. All the varieties and plant witness (Brachiaria arrecta) exhibited redutase nitrate activity and
glutamina sintetase, even in the ammonium and nitrate absence culture media. The RB 842021 variety showed the
highest activity of nitrate reductase and the higher chlorophyll a and b contents, whereas RB 882980 variety
showed the highest glutamine sintetase activity when cultivated without nitrogen, representing a higher potential
assimilation of nitrogen.
Index terms: Saccharum, glutamina sintetase, nitrate reductase, chlorophyll.
Introdução
A utilização do nitrogênio atmosférico (N2) envol-
ve a integração da fixação e da rota assimilatória do
nitrogênio (N) pelo microssimbionte e pela planta hos-
pedeira, respectivamente. Para sustentar o cresci-
mento adequado dos dois organismos, o N2 precisa ser
fixado eficientemente e deve envolver mecanismos
regulatórios para orientar o fluxo e o intercâmbio de
metabólitos entre a planta e o microssimbionte (Cullimore
& Bennett, 1992).
Uma característica peculiar das bactérias fixadoras
de N2, mais especificamente da Acetobacter
diazotrophicus, é a habilidade de excretar parte do N
fixado no meio (Cojho et al., 1993). Recentemente, de-
terminou-se que o produto do processo de fixação bio-
lógica do N2 liberado tanto por Azospirillum spp. como
por Acetobacter diazotropicus para a planta hospe-
deira é o amônio (Christiansen-Weniger & Vanderleyden,
1994).
A redutase do nitrato (NR) é a enzima catalisadora da
conversão do N inorgânico na forma de nitrato (NO3-)
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para a forma de nitrito (NO2-). O nitrito formado é ex-
portado para o cloroplasto e, posteriormente, transfor-
mado em amônio (NH4+) pela ação da nitrito redutase
(Sanchez & Heldt, 1990). O amônio produzido é então
incorporado em ácidos orgânicos, dando origem aos
aminoácidos, a partir de reações subseqüentes
catalisadas pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintetase (GOGAT). Várias espécies de plan-
tas fixadoras de N2 apresentam atividade da nitrato
redutase constitutiva, expressa na ausência de nitrato
(Caboche & Rouzé, 1990). Por sua vez, a fixação bioló-
gica do N, segundo Last (1993) e Pearson & Ji (1994),
é um dos processos fisiológicos que envolvem, também,
a atividade da glutamina sintetase.
Além de presente em biomoléculas fundamentais,
como proteínas e aminoácidos, o N é constituinte das
clorofilas (Mengel & Kirby, 1987). A estrutura das clo-
rofilas a e b é, basicamente, a mesma. Compõem-se da
porção porfirina, constituída de quatro anéis de pirrol
ligados por pontes de carbono-hidrogênio. O íon metáli-
co Mg está inserido no centro da porfirina (Magalhães,
1985). O ácido δ-aminolevulínico, um aminoácido não
protéico, cuja via de biossíntese tem como precursor
inicial o glutamato, é a molécula precursora da cloro-
fila (Kannangara, 1991). Portanto, a disponibilidade de
N orgânico na forma de glutamato pode influenciar for-
temente a capacidade fotossintética das plantas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência no
processo de assimilação do nitrogênio e encontrar
parâmetros indicativos do potencial de fixação biológica
em variedades de cana-de-açúcar cultivadas in vitro.
Material e Métodos
As variedades de cana-de-açúcar RB 842021, RB 83102,
RB 75126, RB 882980 e Co 997 foram fornecidas pela
Estação Experimental de Itapirema da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuária (IPA).
No desenvolvimento e condução dos experimentos,
estas variedades foram, inicialmente, introduzidas in vitro,
a partir do cultivo de ápices caulinares. Posteriormente,
foram  submetidas a testes de infecção para verificar a
presença das bactérias A. diazotrophicus e
Herbaspirillum spp., que foram  realizados de acordo
com  Döbereiner et al. (1995).
A Brachiaria arrecta foi introduzida in vitro para
servir como testemunha não fixadora do N2 (Urquiaga
et al., 1989, 1992). O meio nutritivo básico foi constitu-
ído pelos sais do MS descrito por Murashige & Skoog
(1962), com modificações nos níveis de N, acrescido de
20 g L-1 de sacarose. Foram utilizados o MS completo
com 9,83 mM, além dos demais com a concentração de
N reduzida para 2,46, 0,49 e 0,0 mM.
O experimento foi constituído de 24 tratamentos com
dez repetições. Os tratamentos consistiram na combi-
nação das cinco variedades de cana-de-açúcar e da tes-
temunha (Brachiaria arrecta), com quatro níveis de
nitrogênio (9,83, 2,46, 0,49 e 0,0 mM), conduzido em
delineamento inteiramente casualizado. O experimento
foi mantido em sala de crescimento com temperatura
de 24±1oC e fotoperíodo de 16 horas, onde permaneceu
por 45 dias. Após este período, foram avaliados a mas-
sa da matéria fresca, o conteúdo de pigmentos
fotossintéticos e a atividade das enzimas nitrato redutase
(NR) e glutamina sintetase (GS), procurando relacioná-
los com a fixação biológica do nitrogênio. Os resultados
foram submetidos à análise de variância e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
A atividade da nitrato redutase foi determinada na
parte aérea das plantas de cana-de-açúcar após 45 dias
de cultivo in vitro. Utilizou-se o método in vivo descrito
por Jaworski (1971), que se baseia no princípio de que a
quantidade de nitrito liberada por fragmentos de tecidos
vivos num tampão, na presença de um agente permanente
(propanol) e do substrato (NO3-), reflete a atividade po-
tencial da NR in situ (Hageman & Reed, 1980). A ativida-
de da enzima é calculada pela quantidade de NO2- libera-
da pelos tecidos vegetais na solução de incubação, sendo
expressa em nmoles de NO2- h-1 g-1 de matéria fresca.
Após serem removidas do meio de cultura, as plantas
foram cuidadosamente lavadas em água destilada,
secadas com papel toalha e, em seguida, cortadas rapi-
damente com uma tesoura cirúrgica, de modo a obter-
se uma amostra com 0,2 g de matéria fresca.
Amostras em triplicatas dos fragmentos de tecido de
parte aérea das plantas, pesando 0,2 g, foram incubadas
no escuro em 5 mL de tampão fosfato 0,1 M pH 7,5,
contendo n-propanol a 2% e 0,02 M de KNO3, e mantidas
em banho-maria a 30oC, por 60 minutos. Após o período
de incubação, foram retiradas alíquotas de 0,4 mL da
solução de incubação de cada amostra e recolhidas
em tubos de ensaio devidamente identificados, onde
foram adicionados 0,3 mL de sulfanilamida a 1%,
0,3 mL de n-naftil-etileno-diamino a 0,02%. As alíquotas
permaneceram em repouso por 20 minutos e, então,
acrescentou-se 4 mL de água destilada. A absorbância
foi medida em espectrofotômetro a 540 nm e a determi-
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nação da concentração de NO2-, obtida a partir de uma
curva padrão de NO2-.
Na extração da enzima GS, amostras em triplicata de
fragmentos de tecido da parte aérea das plantas, pesan-
do 1 g, foram maceradas em N2 líquido. Em seguida,
foram adicionados 8 mL do tampão de extração, consti-
tuído de tampão imidazol-HCl pH 7,5, MgSO4 0,1 M e
mercaptoetanol, homogeneizando-se as amostras. Em
seguida, o homogeneizado foi passado por gase e o fil-
trado recolhido em tubos de centrífuga imersos em gelo.
Em seguida, foram centrifugados por 15 minutos, a 0oC,
a 15.000 g e o sobrenadante foi recolhido e conservado
em gelo.
Para a reação adicionou-se em tubos de ensaio 0,2 mL
de tampão imidazol-HCl 0,5 M pH 7,5; 0,1 mL de
mercaptoetanol 0,1 M; 0,1 mL de MgSO4 0,4 M; 0,1 mL
de hidroxilamina 0,1 M pH 6,5; 0,1 mL de ATP 0,1 M;
0,1 mL de glutamato 0,5 M pH 7,5; 0,3 g de amostra e
1,0 mL de água destilada. Em seguida, as amostras fo-
ram incubadas a 30oC por 30 minutos. Após esse perío-
do, a reação foi interrompida com adição de 1,5 mL do
reagente constituído de cloreto férrico e ácido
tricloroacético dissolvidos em HCl 0,5N. A absorbância
das amostras foi medida em 540 nm, utilizando como
padrão o γ-glutamil mono-hidroxamato. A atividade da
GS foi expressa em mmoles de γ-glutamil mono-
hidroxamato produzido por minuto por grama de maté-
ria fresca (Farnden & Robertson, 1980).
Na determinação do conteúdo de clorofila, amostras
de 0,2 g de tecido foliar fresco, coletadas em triplicatas
foram postas em tubos com tampa contendo 10 mL
de acetona 80% (v/v) em água, onde permaneceram
por 24 horas em câmara fria, protegidas da luz. Após
24 horas, os extratos foram filtrados e a leitura efetua-
da em 663 e 645 nm para clorofilas a e b, respectiva-
mente. As determinações da clorofila (mg gmf-1) base-
aram-se nas equações abaixo relacionadas, segundo
Whitham et al. (1971):
Clorofila a = (12,7 x A663 – 2,69 x A645) V
                                   1000 MMF
Clorofila b = (22,9 x A645 – 4,68 x A663) V
                                   1000 MMF
em que A é a absorbância no comprimento de onda
indicado, V é o volume final do extrato clorofila-acetona,
e MMF é a massa da matéria fresca em gramas do
material vegetal utilizado.
Resultados e Discussão
Atividade da  nitrato redutase
A atividade da nitrato redutase variou significativa-
mente entre as variedades, apenas no meio de cultura
contendo  9,83 mM de N (M1), obtendo-se o valor má-
ximo na variedade RB 83102, que não diferiu da
Brachiaria (testemunha), e os valores mais baixos nas
variedades RB 842021 e RB 75126 (Tabela 1). Nos
demais meios de cultura não houve diferença significa-
tiva entre as variedades de cana-de-açúcar e a
Brachiaria (testemunha).
Na maioria das espécies a atividade da nitrato redutase
é baixa ou não detectável quando cultivadas na ausên-
cia de nitrato (Andrews et al., 1990). Por outro lado,
observou-se em todas as variedades de cana-de-açú-
car, e até mesmo na cultura testemunha, valores signifi-
cativos da atividade desta enzima em meios de cultura
com muito baixa concentração ou desprovido de nitro-
gênio. A variedade RB 842021 apresentou valor máxi-
mo da atividade da NR em relação às demais varieda-
(1)Médias seguidas pela mesma letra, minúscula para variedades e maiúscula para níveis de N, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. (2)Meio com sais do MS, acrescido de sacarose e diferentes concentrações de nitrogênio. (3)gmf: grama de matéria fresca.
Tabela 1. Atividade das enzimas nitrato redutase e glutamina sintetase em folhas de variedades de cana-de-açúcar cultivadas in
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des quando cultivada sem N, com exceção da testemu-
nha (Tabela 1). Da mesma forma, Timpo & Neyra (1983)
encontraram, em folhas de Phaseolus vulgaris, valo-
res significativos de atividade da NR em plantas culti-
vadas na presença de NH4+ ou uréia como fontes ex-
clusivas de nitrogênio.
A nitrato redutase é uma enzima induzida, caracteris-
ticamente, pelo seu substrato (Redinbaugh & Campbell,
1991). A presença de uma nitrato redutase constitutiva,
expressa na ausência de nitrato, ocorre em várias espé-
cies de plantas fixadoras de N2, como a soja e o feijão
(Andrews et al.,1990; Caboche & Rouzé, 1990), o que,
possivelmente, pode justificar os resultados obtidos nes-
te trabalho, considerando que as variedades de cana-
de-açúcar avaliadas estavam associadas às bactérias
fixadoras do nitrogênio atmosférico.
Huber et al. (1992) relacionaram a taxa fotossintética
à atividade da nitrato redutase. A variedade RB 842021,
quando cultivada sem nitrogênio (M4) (Tabela 1), apre-
sentou a maior atividade da nitrato redutase em relação
as demais variedades e mostrou também o maior con-
teúdo de clorofilas a e b (Tabela 2) e massa de matéria
fresca, nas mesmas condições de cultivo (Tabela 3).
Em plantas de milho, a atividade da enzima nitrato
redutase não foi influenciada pela inoculação com bac-
térias diazotróficas, provavelmente, pela competição das
bactérias com a nitrato redutase por carboidratos pro-
venientes da fotossíntese. No entanto o incremento de
peso e do conteúdo de N nos grãos mostraram que as
bactérias podem ter influenciado o sistema de absorção
e utilização deste elemento (Machado et al., 1998).
É possível inferir que as bactérias fixadoras de N2
influenciaram a atividade das enzimas do metabolismo
do N nas variedades de cana-de-açúcar estudadas, per-
mitindo a incorporação do N e incrementando o trans-
porte deste elemento para a parte aérea.
Atividade da enzima glutamina sintetase (GS)
A atividade da GS nas folhas variou significativamente
entre as variedades conforme o nível de N utilizado (Ta-
bela 1). Nos meios de cultura contendo 9,83 e 0,49 mM
de N, M1 e M3, respectivamente, apenas as variedades
RB 75126 e RB 83102 diferiram das demais.  Pratica-
mente, todas as variedades apresentaram atividade má-
xima no meio MS completo (9,83 mM de N) (Tabela 1).
Magalhães & Huber (1991) constataram que a ativida-
de da GS em raízes de tomate, milho e arroz foi maior
quando cultivadas no meio MS completo. Em couve, a
atividade da mesma enzima também aumentou em res-
posta à quantidade de N utilizada, independentemente
da fonte (Zago, 1997).
Em tecidos foliares ou clorofilados, são encontrados
dois tipos da enzima glutamina sintetase, que estão lo-
calizadas no cloroplasto (GS2 ) e no citossol (GS1)
(Sechley et al., 1992). A atividade da GS foliar
corresponde, em grande parte, à isoenzima dos
cloroplastos que desempenha um papel fundamental na
assimilação do NH4+, na fotorrespiração e na redução
do NO3- (Sechley et al., 1992; Oaks, 1994). Neste tra-
balho, as variedades RB 882980, RB 842021 e a teste-
munha apresentaram maior atividade da enzima GS em
relação às demais variedades e não diferiram significa-
tivamente entre si, quando cultivadas em meio de cultu-
ra desprovido de nitrogênio.
Embora as plantas utilizadas nos experimentos tenham
sido provenientes da cultura de ápices caulinares, testes
de infecção revelaram a presença de bactérias, mais
especificamente o Hebaspirillum spp. A B. arrecta,
utilizada como cultura testemunha não fixadora do N2
(1)Médias seguidas pela mesma letra, minúscula para variedades e maiúscula para níveis de N, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. (2)Meio com sais do MS, acrescido de sacarose e diferentes concentrações de nitrogênio. (3)gmf: grama de matéria fresca.
Tabela 2. Conteúdo de clorofilas a e b em folhas frescas de variedades de cana-de-açúcar cultivadas in vitro, por 45 dias, em
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(Urquiaga et al., 1989, 1992), apresentou, no entanto,
bom potencial de fixação do N2, pois quando cultivada
na ausência de N, o ganho de biomassa foi crescente e
apresentou um dos maiores conteúdos de clofilas a e b,
além de mostrar atividade da NR e GS (Tabela 3).
Provavelmente, a atividade da GS encontrada nas
variedades de cana-de-açúcar e na testemunha, quan-
do cultivadas sem N, foi determinada por causa do N
liberado pelo processo de fixação biológica, pois este é
um dos processos fisiológicos que envolvem a GS
citosólica (Last, 1993; Pearson & Ji, 1994). Machado et al.
(1998) observaram valores superiores na atividade da
enzima glutamina sintetase em folhas e raízes de milho
cultivado com baixo nível de nitrogênio. Os autores atri-
buíram este resultado ao incremento da disponibilidade
de amônio liberado pelas bactérias fixadoras. Da mes-
ma forma, a maior atividade da enzima GS encontrada
nas variedades RB 882980 e RB 842021 pode estar re-
lacionada ao maior incremento de amônio por parte do
processo de fixação biológica.
A glutamina sintetase é uma enzima limitante do cres-
cimento e do uso do N nas plantas (Lam et al., 1995). A
massa da matéria seca foi reduzida em 45% no meio
sem nitrogênio (M4) em relação ao meio completo (M1),
após 45 dias de cultivo para a variedade RB 842021
(Tabela 3). No entanto, uma redução de aproximada-
mente 54% na atividade da GS, do M1 ao M4, na mes-
ma variedade, não teve impacto no conteúdo de clorofi-
las a e b. Em plantas de cevada, observou-se que uma
redução de 50% na atividade da GS não causou impac-
to no conteúdo total de clorofila, sobre a massa de ma-
téria fresca ou na razão massa de matéria fresca/mas-
sa de matéria seca. No entanto, a produção de grãos
foi, consideravelmente, reduzida (Häusler et al., 1994).
Conteúdo de clorofila
Os conteúdos de clorofilas a e b não variaram entre
as variedades e a testemunha nos meios de cultura
M2 e M3, com 2,46 e 0,49 mM de N, respectivamente.
Entre os níveis de N, o efeito estimulador máximo foi
observado no meio de cultura com 9,83 mM na varieda-
de RB 75126, que coincidiu com a maior redução no
meio de cultura desprovido de nitrogênio. Nas varieda-
des RB 83102, Co 997, RB 882980 e testemunha não
houve diferença significativa entre os níveis de nitrogê-
nio. No entanto, na variedade RB 842021, o meio de
cultura desprovido de N promoveu maior conteúdo de
clorofilas a e b (Tabela 2).
A clorofila tem como precursor inicial o glutamato
(Kannangara, 1991). Assim, a disponibilidade de N pode
influenciar decisivamente a capacidade fotossintética das
plantas. Segundo Shadchina & Dmitrieva (1995), o con-
teúdo de clorofila das folhas representa um parâmetro
apropriado na avaliação da aquisição de N pelas plan-
tas, sob diferentes condições ambientais.
Ao dosar o conteúdo de clorofilas a e b das varieda-
des de cana-de-açúcar cultivadas in vitro, sob diferen-
tes níveis de N, buscou-se encontrar um parâmetro
indicativo da eficiência das diferentes variedades, no
processo de fixação biológica de N já que, segundo vá-
rios autores (Schubert, 1986; Cojho et al., 1993), as bac-
térias fixadoras liberam, para a planta hospedeira, N na
forma de amônio. Então, quanto mais amônio liberado,
maior a disponibilidade de N e, conseqüentemente, mais
clorofila.
A variedade com maior ganho de biomassa, du-
rante os 45 dias de cultivo, no meio de cultura com
maior nível de N (9,83 mM), apresentou o menor
conteúdo de clorofilas a e b (Tabela 3). Em folhas de
milho e trigo, o conteúdo máximo de pigmentos
fotossintéticos foi observado nas plantas que apre-
sentaram o maior crescimento vegetativo (Stancheva
& Dinev, 1995). No meio de cultura desprovido de N
não houve diferença. Entretanto, a variedade com
maior acúmulo de biomassa (RB 842021) também
mostrou o maior conteúdo de clorofilas a e b nas
mesmas condições de cultivo.
(1)Médias seguidas pela mesma letra, minúscula para variedades e maiúscula para níveis de N, não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey. (2)Meio com sais do MS, acrescido de sacarose e diferentes concentrações de nitrogênio.
Tabela 3. Massa da matéria fresca (g) acumulada em variedades de cana-de-açúcar, após 45 dias de cultivo in vitro em meios de
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A determinação do conteúdo de clorofila em folhas
de trigo representou um parâmetro apropriado para a
avaliação da aquisição de N pelas plantas e, além disso,
pôde fornecer um diagnóstico confiável a respeito das
condições nutricionais das plantas (Shadchina &
Dmitrieva, 1995).
Condições de crescimento e fatores ambientais po-
dem modificar a razão clorofila a/b das folhas, poden-
do, por exemplo, variar de acordo com a intensidade
luminosa a que as plantas estão expostas (Majerowicz,
1997). Nas plantas submetidas a elevadas intensidade
luminosa, a razão clorofila a/b encontra-se em torno de
3,2–4,0, ao passo que em baixa intensidade luminosa
esta razão é de cerca de 2,5–2,8 (Lichtenthaler, 1987).
Nas folhas da maioria das variedades de cana-de-açú-
car utilizadas no presente trabalho, a razão clorofila a/b
oscilou em torno de 2,6–2,95, valores característicos,
portanto, de condições nas quais prevalece baixa inten-
sidade luminosa. No entanto, na variedade RB 842021
a razão clorofila a/b oscilou em torno de 2,7–3,6.
Conclusões
1. A Brachiaria arrecta não deve ser utilizada como
cultura testemunha não fixadora do nitrogênio atmosférico.
2. A redução nos níveis de nitrogênio não afeta signi-
ficativamente o conteúdo das clorofilas a e b das varie-
dades.
3. A atividade constitutiva da nitrato redutase e da
glutamina sintetase está presente nas variedades de
cana-de-açúcar e planta testemunha, mesmo na ausên-
cia de nitrogênio.
4. As variedades RB 842021 e RB 882980 são mais
eficientes no processo de assimilação do nitrogênio.
5. Os parâmetros avaliados podem ser utilizados como
indicativo do potencial de fixação biológica do nitrogê-
nio em plantas.
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